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(54) Title: METHOD FOR SEPARATING VIRAL PARTICLES 

(54) Titre: METHODE DE SEPARATION DE PARTICULES VIRALES 

(57) Abstract 

The invention concerns a novel method for purifying and quantifying viral particles. More particularly, the invention concerns a 
method for purifying and quantifying adenovirus by ion-exchange chromatography. The invention also concerns a method for identifying 
different adenovirus serotypes. 



(57) Abrege* 

LMnvention concerne une nouvelle mdthode pour la purification et la quantification de particules virales. Plus particulierement 
I'invention concerne une mdthode de purification et de quantification d'adenovirus par chromatographic d'echange d'ions. L'invention 
concerne egalement une m^thode d' identification des differents serotypes d'adenovirus. 
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METHODE DE SEPARATION DE PARTICULES VIRALES 

L'invention concerne une nouvelle methode pour la purification et la 
quantification de particules virales. Plus particulierement Tinvention concerne une 
methode de purification et de quantification d'adenovirus par chromatographic 
5 d'echange dMons. L'invention concerne egalement une methode d* identification des 
differents serotypes d'adenovirus. 

La therapie genique connait actuellement un developpement remarquable et 
di verses etudes cliniques chez Thomme sont en cours depuis les premiers essais 
conduits en 1990. Parmi les methodes couramment employees pour le transfert de 
10 genes, les vecteurs viraux s'averent particulierement prometteurs, et parmi ceux-ci, 
les adenovirus occupent une place de premier plan. 

Le developpement des vecteurs adenovirus en therapie genique necessite 
d'avoir acces a deux types de technologies qui sont aujourd'hui limitantes pour la 
production des stocks viraux : la premiere est de disposer d'une methode rapide, 

15 d'une grande sensibilite et tres selective pour la quantification des particules virales 
dans les echantillons provenant des etapes de construction et d'amplification du virus 
considere, ce point est particulierement important pour Toptimisation du procede de 
production des stocks viraux : la seconde est de disposer d'un procede de purification 
fiable, reproductible, simple et facilement extrapolable a Techelle industrielle pour la 

20 purification des particules virales. 

La production de lots cliniques d'adenovirus reste un processus long en raison 
du nombre d'etapes de transfection et ^amplification dont la productivity n ! est pas 
optimisee. Les adenovirus recombinants sont habituellement produits par introduction 
de TADN viral dans une lignee d'encapsidation, suivie d'une lyse mecanique ou 
25 chimique des cellules apres environ deux ou trois jours de culture (la cinetique du 
cycle adenoviral etant de 24 a 36 heures). Selon une autre variante. la culture est 
poursuivie pendant une duree plus longue (8 a 12 jours), et les virus sont recoltes 
directement dans le surnageant, apres liberation spontanee par un phenomene 
d'autolyse des cellules d'encapsidation (WO98/00524). 

30 Generalement entre 2 et 7 cycles d'amplifications sont necessaires pour 

constituer les stocks viraux. Une limitation importante a Toptimisation du procede de 
production des stocks viraux reside dans les methodes de titration des particules 
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virales. En effet, les methodes biologiques sont des methodes relativement sensibles 
et precises mais particulierement longues a mettre en oeuvre( environ 4 a 15 jours 
selon le dosage utilise i.e. activite du transgene (tdu) ou obtention de plage (pfu) ). 
Des methodes analytiques plus rapides ont ete developpees mais celles-ci ne 
5 presentent pas un degre de precision et de sensibilite suffisant lorsque les titrations de 
particules virales doivent etre effectuees, sans purification prealable, dans des lysats, 
des extraits cellulaires bruts ou des surnageants de culture. Cest la raison pour 
laquelle les cycles d'amplification successifs sont realises avec des multipliers 
defection (MOI) estimees de maniere approximative. II en resulte que les etapes 
10 d'amplification sont peu reproductibles, voire parfois plus longues et/ou plus 
nombreuses qu'il ne serait necessaire avec un procede optimise. La determination 
rapide et precise des titres de solutions d'adenovirus permettrait d'ajuster la 
multiplicity defection de chaque etape de maniere a optimiser l'ensemble du procede 
production des stocks d'adenovirus. 

15 La methode quantification des particules virales doit satisfaire plusieurs 

conditions. En premier lieu, elle doit etre suffisamment sensible pour assurer le 
dosage de particules virales dans des preparations diluees ou presentant un faible titre 
(typiquement < 1 x 10° particules virales par ml (pv/ml)) sans recourir a une etape 
d'enrichissement prealable. Le dosage des particules virales doit pouvoir etre effectue 

20 directement dans des lysats ou des preparations brutes, sans quMl soit necessaire 
d'effectuer une etape de purification ou un traitement prealable. De plus, cette 
methode doit assurer une selectivity elevee pour s'affranchir des interferences 
possibles avec les nombreux composes presents dans les lysats ou extraits cellulaires 
bruts et dont les proportions peuvent varier en fonction des conditions de culture. 

25 Une methode analytique quantitative basee sur la chromatographic d'echange 

d'anions a ete decrite dans la litterature (Huygue et ah. Human Gene Ther. 6:1403- 
1416, 1995; P. W. Shabram et aL Human Gene Ther. 8:453-465, 1997). Cette 
methode, qui presente une limite de detection de Tordre 1 x 10 s pv/ml, est applicable 
a la titration de preparations virales purifiees. Cependant, la sensibilite de cette 

30 methode decroit des lors que l'analyse est realisee sur des lysats ou des extrait 
cellulaires bruts. La limite de detection est estimee a 2 a 5 x 10° pv/ml dans de tels 
echantillons et cette methode ne permet pas de quantifier les particules adenovirals 
dans les preparations tres diluees et non purifiees telles que les lysats de cellules 
infectees lors des etapes de transfection et d'amplification du virus pour lesquelles le 
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titre adenoviral est typiquement de Tordre de 1 x 10 s pv/ml a 1 x I0 9 pv/ml. De plus 
cette methode ne permet pas non plus de quantifier les particules adenovirales a panir 
de preparations obtenues dans certains milieux de production depourvus de proteines 
animales. En effet, de tels milieux contiennent en fin de culture des composes de 
5 type, sucres, acides amines, vitamines, ou rouge de phenol, etc. parmi lesquels 
certains d'entre eux peuvent interferer avec les particules adenovirales lors de la 
quantification du virus et qui conduisent a surestimer tres largement le titre de la 
preparation. Enfin, la methode chromatographique rapportee par Shabram et al. 
necessite un pre-traitement de Techantillon avec une nuclease a large spectre 
10 d'activite (Benzonase®) pour eliminer les acides nucleiques qui interferent avec la 
detection et la mesure des particules. 

Concernant les methodes de separation preparatives des adenovirus, la 
chromatographie a ete utilise depuis de nombreuses annees pour la purification des 
particules adenovirales [Haruna, L, Yaosi, H M Kono, R. and Watanabe, I. Virology 
15 (1961) 13, 264-267; Klemperer, H. G. and Pereira, H. G. Virology (1959) 9, 536-545; 
Philipson, L., Virology (1960) 10, 459-465]. Plus recemment des methodes decrivant 
la purification a large echelle d'adenovirus recombinants ont ete decrites (demandes 
de brevet internationales W096/27677, WO97/08298, WO98/00524, W098/22588). 

La demande WO98/00524 decrit notamment une methode de purification 
20 mettant en oeuvre la resine echangeuse d'anions fort Source 15Q et qui permet 
d'obtenir, en une seule etape chromatographique, des preparations d'adenovirus dont 
la purete est au moins equivalente a celle obtenue a partir de preparations purifiees 
par ultracentrifugation en gradient de chlorure de cesium. Ce degre de purete est tres 
eleve et atteint les standards requis pour des etudes cliniques chez Thomme (WHO 
25 Expert Committee on Biological Standardization, Forty-ninth Report. WHO 
Technical Report Series, WHO Geneva, in press). 

Cependant lorsque le titre viral des preparations a purifier est faible (par 
exemple dans le cas d'un adenovirus presentant une productivity faible, ou lorsque la 
purification doit etre effectuee a partir d'un stock obtenu lors d'une etape 
30 d* amplification precoce), ou encore lorsque le milieu de production du virus conduit 
a la presence de composes co-elues avec Tadenovirus (comme par exemple dans le 
cas de milieux depourvus de serum de veau), les performances limitees des 
techniques chromatographiques decrites precedemment ne permettent ni de 
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quantifier, ni de purifier les particules adenovirals en une seule etape a partir d'un tel 
materiel de depart. 

Le probleme se pose par consequent de pouvoir disposer d'une methode de 
titration de particules virales a partir de preparations brutes qui soit tout a la fois 
5 rapide, sensible et hautement selective. Le probleme se pose egalement de disposer 
d'une methode de purification fiable, reproductible permettant d'obtenir, a partir de 
ces memes preparations brutes, et de preference en une seule etape, des preparations 
virales de qualite pharmaceutique. 

II a maintenant ete trouve et c'est que qui fait Tobjet de la presente invention, 
10 que certains supports de chromatographie presentent de maniere surprenante des 
proprietes tout a fait exceptionnelles pour la separation des particules virales et en 
particulier des adenovirus. Ces proprietes permettent la titration et/ou la purification 
de particules virales a partir de preparations brutes, sans traitement prealable, avec 
une sensibilite et une selectivity tres elevee. L'utilisation de ces supports fournit en 
15 outre et de maniere inattendue une methode ^analyse simple et rapide pour separer et 
identifier par chromatographie, des adenovirus de differents serotypes ou des 
adenovirus modifies au niveau de la fibre ou de I'hexon. 

La presente invention a pour objet un procede separation de particules virales 
a partir d'un milieu biologique caracterise en ce qu'il comporte au moins une etape de 
20 chromatographie realisee sur un support comportant une matrice, des groupements 
echangeurs d'ions, lesdits groupements etant greffes sur ladite matrice au moyen d'un 
bras flexible. 

La matrice peut etre choisie parmi Tagarose. le dextran, Tacrylamide, la 
silice, le poly[styrene-divinylbenzene], seuls ou en melange. De preference la matrice 
25 est constitute d'agarose, de preference encore, il s'agit d'agarose reticule a 6 % 
environ. 

Les supports constitues de billes d'agarose reticule sur lequei sont greffes des 
bras flexibles echangeurs d'ions fonctionnalises ont ete developpes pour la 
chromatographie preparative et industrielle de biomolecules. Ces supports ont plus 
30 particulierement ete congus pour Tetape de capture (c'est a dire Tetape initiale du 
procede de purification) des biomolecules a partir de melanges bruts simplement 
clarifies, c'est a dire debarrasses de leurs constituants solides en suspension. Leurs 
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performances ont ete optimisees dans ie sens (Tune tres grande capacite de fixation 
des solutes sur le support. d f une tres faible contre-pression a fort debit lineaire de 
liquide. d'un faible cout ainsi que d'une tres grande resistance chimique aux agents de 
nettoyage utilises pour la regeneration. 

5 De maniere avantageuse. le bras flexible est de nature hydrophile et il est 

consume d'un polymere d'origine synthetique ou natureile. Parmi les polymeres 
d'origine synthetique, on peut citer les polymeres constitues de monomeres d'alcools 
polyvinyliques, de polyacrylamides, de polymethacry lam ides ou de polyvinyl ethers. 
A titre de polymere d'origine naturelle, on peut citer notamment des polymeres de 
10 nature polysaccharidique choisis parmi I'amidon, la cellulose, le dextran et l'agarose. 
De preference le degre de polymerisation du bras flexible est d'environ 30 unites 
monomeriques, de preference encore, le bras flexible est un dextran de poids 
moleculaire moyen de 5000 Da environ. 

De preference, le bras flexible est fonctionnalise par greffage d'un groupement 
15 susceptible d ! interagir avec une molecule anionique. Le, plus generalement, le 
groupement est constitue d'une amine qui peut etre ternaire ou quaternaire. Dans le 
cadre de la presente invention, il est particulierement avantageux d'utiliser un 
echangeur d'anions fort. Ainsi, on utilise preferentiellement selon 1'invention un 
support de chromatographic tel qu'indique ci-dessus, fonctionnalise par des amines 
20 quaternaires. 

A titre de support particulierement prefere pour la mise en oeuvre de 
1'invention, on peut citer le Q Sepharose® XL (Amersham Pharmacia Biotech). 
L'utilisation de ce support est mentionnee dans un des exemples de la demande 
W098/39467 . Des adenovirus purifies sont modifies par traitement par du 

25 polyethyleneglycol (PEG). Apres reaction, les adenovirus modifies, les adenovirus 
non modifies et le PEG sont separes par passage sur une colonne de Q Sepharose® 
XL. II s'agit done d'une simple separation entre des produits de depart et les produits 
finaux d'une reaction chimique. L'homme du metier ne pouvait supposer que cette 
colonne puisse etre utilisee avec succes pour la separation d'adenovirus a partir d'un 

30 milieu biologique complexe contenant diverses especes contaminantes(ADN de 
l'hote. ARNs, proteines, lipides, lipoproteines, endotoxines...), tel qu'un lysat de 
cellules d'encapsidation. II n'apparaissait pas non plus a la lecture de ce document 
que le 0 Sepharose® XL puisse etre utilise a des fins preparatives car il est connu 
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que la majorite des supports perdent leur efficacite des lors que Ton injecte des 
quantites imponantes de produits. 

D'autres supports echangeurs d'anions forts presentant des caracteristiques 
similaires de composition de matrice, de distribution de taille de particules, de 
5 porosite, de nature chimique du bras flexible, de densite de greffage peuvent etre 
utilises pour la separation preparative ou analytique des particules adenovirals. De 
maniere avantageuse. la matrice est constitute d f agarose reticule a 6 %, elle est 
greffee avec des bras flexibles constitues de dextran et fonctionnalises avec des 
groupements echangeurs d'anions forts. Le support presente une granulomere 
10 comprise de preference entre 40 et 200 (am environ ; Le terme "environ" se 
rapportant a la granulometrie signifie que la valeur a prendre en consideration se 
situe dans un ecart compris entre +/- 20 % par rapport a la valeur exprimee. De 
preference, cet ecart est compris entre +/- 10 % et de preference encore il est compris 
entre +/- 5 % par rapport a la valeur exprimee. 

15 De maniere plus particulerement preferee, la granulometrie est comprise entre 

45 et 1 65 urn et centree sur 90 urn. 

De maniere avantageuse egalement, la matrice presente une dispersion telle 
que 95 % des particules ont un diametre compris entre 0.1 et 10 fois le diametre 
moyen des particules, et de preference entre 0.3 et 3 fois le diametre moyen des 
20 particules. 

Le Q Sepharose® XL, utilise dans les exemples qui suivent. illustre de fa?on 
non exhaustive les performances des supports utilisables dans le cadre de l'invention. 

Le Q Sepharose® XL presente une distribution de taille des billes allant de 45 
a 165 urn, centree sur 90 \im. Ces caracteristiques de taille et de distribution des 

25 billes font de ce support un echangeur chromatographique de type preparatif. La 
theorie ainsi que la pratique chromatographique indiquent qu'un tel support a des 
performances tres modestes pour la separation de composes presentant des 
comportements chromatographiques similaires quant a Tinteraction d'echange d'ions. 
De meme, un tel support genere des pics chromatographiques larges mal resolus, en 

30 particulier en raison de la grande taille et de la distribution tres large des billes qui le 
constituent. Ces caracteristiques chromatographiques attendues sont verifiees pour les 
biomolecules en general comme les proteines, qui sont eluees sous forme de larges 
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pics mal separes (voir Data File Pharmacia Biotech N° 18-1 123-82). Par contre, et de 
fagon totalement inattendue, les particules d'adenovirus sont eluees de ce type de 
support sous forme d'un pic extremement fin. tres symetrique. Par comparaison aux 
proteines. comme par exemple Talbumine, Tefficacite d'une colonne remplie de Q 
5 Sepharose® XL , mesuree par la Hauteur Equivalente a un Plateau Theorique 
(HEPT) ou le nombre de plateaux theoriques par unite de longueur de colonne (N/m). 
est 50 a 100 fois plus elevee pour r adenovirus (N/m : 35,000) que pour les proteines 
comme Talbumine serique bovine (N/m : 600). Voir par exemple figure 1. Ainsi, 
lorsqu'il est mis en oeuvre dans des conditions chromatographiques optimisees, ce 

10 type de gel et notamment le gel 0 Sepharose® XL, donne un pic chromatographique 
pour r adenovirus d'une finesse inegalee par les supports generalement preconises 
pour la separation des biomolecules. Parmi les supports preconises pour la separation 
des biomolecules on peut citer les supports dont la matrice de base est de type 
polystyrene divinylbenzene (comme par exemple les resines Source 15Q et Source 

15 30Q, ou les resines de type Poros HQ, Poros DE2, ou Poros D). On peut egalement 
citer des supports dont la matrice de base est de type copolymere methacrylate 
ethylene glycol comme par exemple les resines Toyopearl DEAE, QAE, et Super Q, 
ou les resines de type Fractogel TMAE, TMAE HiCap, DMAE, ou DEAE dont les 
groupements fonctionnels echangeurs d'ions sont situes sur des chaines polymeriques 

20 lineaires de type polyacrylamide greffees sur la matrice. 

L'efficacite des supports utilises dans le cadre de la presente invention pour la 
separation des particules d'adenovirus conduit a une tres grande sensibilite de 
detection des particules. Ainsi lorsque ces supports sont mis en oeuvre dans des 
colonnes chromatographiques analytiques, le comportement chromatographique 

25 inattendu des particules virales permet de quantifier Tadenovirus avec une limite de 
detection tres inferieure a la limite de detection des methodes decrites anterieurement. 
Cette limite de detection est au moins dix fois inferieure ce qui permet d'atteindre une 
limite de detection de Tordre de 1 x 10 a pv/ml dans des preparations de type lysat 
cellulaire brut et une limite de detection de Tordre de 1 x 10 7 pv/ml pour des 

30 preparations virales purifiees. 

Ce type de support permet egalement d'assurer une selecttvite tres elevee vis a 
vis des contaminants presents dans les echantillons a analyser comme par exemple les 
proteines et les acides nucleiques. Les proteines se presentent sous forme de pics tres 
larges et elues bien avant le pic viral. Les acides nucleiques sont elues de la colonne 



WO 00/40702 



PCT/FR99/03315 



8 

avec une concentration saline tres superieure a la concentration necessaire a Telution 
du virus. Cette caracteristique, tres differente de celle obtenue avec la methode 
chromatographique precedemment decrite (Huygue et al.. Human Gene Ther. 
6:1403-1416, 1995) permet de s'affranchir des interferences de ce type de composes 
5 avec le pic viral. Enfin, meme lorsque les preparations a analyser contiennent des 
especes co-eluees avec les particules virales, la forme tres specifique du pic viral 
permet aisement de Pidentifier et de proceder a sa quantification. 

Ainsi, les supports utilises dans le cadre de l'invention permettent d'identifier 
et de quantifier tres facilement et avec une grande precision le pic de Fadenovirus 

10 lorsque celui-ci est analyse a partir de preparations contenant une grande quantite de 
proteines et d'acides nucleiques. L'analyse quantitative des particules ainsi que la 
purification est egalement realisable a partir de preparations obtenues avec des 
milieux de production virale tres varies, ou des milieux depourvus de constituants 
d'origine animate, comme par exemple Talbumine, qu'elle soit d'origine bovine, 

15 humaine ou d'une autre origine encore (figure 2). II est egalement important de 
constater que la methode decrite dans la presente invention est applicable a P analyse 
des echantillons contenant des acides nucleiques sans traitement prealable avec une 
nuclease sans affecter ni la sensibilite ni la selectivity de la methode. 

A cet egard, un autre objet de l'invention concerne Tutilisation de ce type de 
20 support et du Q Sepharose® XL en particulier, pour la separation preparative ou la 
purification de particules virales. en particulier d'adenovirus, a partir de milieux 
biologiques. Un tel procede de separation peut eventuellement comprendre une etape 
prealable de chromatographic sur un autre support tel que ceux utilises dans le 
procede objet de la demande WO98/00524, et en particulier la resine Source 1 5Q. Une 
25 telle etape prealable peut se reveler avantageuse dans des cas particuliers, par 
exemple si une quantite de contaminants trop importante est presente dans le milieu 
biologique. 

Un autre objet de l'invention concerne Tutilisation de ce type de support et du 
Q Sepharose® XL en particulier, pour Tanalyse quantitative ou la titration de 
30 particules virales, en particulier d'adenovirus, a partir de milieux biologiques. 

Le milieu biologique a partir duquel est effectue la purification ou la titration 
du virus peut etre un surnageant de cellules d'encapsidation productrices du virus ou 
un lysat de cellules d'encapsidation. ou une solution prepurifiee dudit virus. Lorsque 
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la separation preparative ou la purification des particules virales est effectuee a partir 
d'un surnageant de cellules d'encapsidation productrices ou d'un lysat, il peut etre 
avantageux de realiser une etape prealable d' ultrafiltration, de preference cette etape 
est realisee par ultrafiltration tangentielle sur membrane ayant un seuil de coupure 
5 compris entre 300 et 500 kDa. 

Le procede de purification selon 1'invention permet d'obtenir des preparations 
virales de qualite elevee en terme de purete avec des rendements en particules eleves 
(de Tordre de 75 a 80 % ) en une etape, a partir d'un stock dilue ou/et tres riche en 
contaminants et ce, dans des conditions production entierement compatibles avec les 
10 exigences industrielles et avec la reglementation concernant la production de 
molecules therapeutiques. 

Un autre objet de Tinvention concerne un procede de quantification 
d'adenovirus caracterise en ce que les particules virales sont separees par 
chromatographie sur un support de type Q Sepharose® XL et la quantite d'adenovirus 
15 est determinee par mesure de I'absorbance des fractions de chromatographie. Le 
procede de V invention permet un suivi plus facile et plus precis de la cinetique de 
production, directement sur des echantillons homogenes de surnageant, sans 
pretraitement, ce qui permet une meilleure reproductibilite et un meilleur controle des 
procedes de production des stocks de particules virales. 

20 L'invention a egalement pour objet Tutilisation de support de chromatographie 

de type 0 Sepharose® XL pour Identification de differents serotypes d'adenovirus. 
En effet, et de fa<;on surprenante, il a ete observe que ce type de support permet de 
separer et d'identifier de maniere simple et rapide une grande variete d'adenovirus de 
differents serotypes directement a partir d'un echantillon de milieu de production 

25 viral par la determination du temps de retention et du ratio des absorbances a 260 nm 
et a 280 nm du pic chromatographique. 

Concernant la mise en oeuvre des supports de chromatographie dans le cadre 
de la presente invention, la separation des particules virales a des fins analytiques ou 
preparatives peut etre effectuee en appliquant sur la colonne de chromatographie un 
30 gradient dilution de sel ou encore selon un mode isocratique c'est a dire a 
concentration saline constante. 
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Pour les methodes preparatives, le support chromatographique peut etre utilise 
dans une colonne de chromatographic de type classique ou dans une colonne adaptee 
aux systemes de chromatographic haute performance, en mettant en oeuvre par 
exemple le support Q Sepharose® XL, ou encore dans un systeme dit a "lit fluidise" 
5 ou expanse, en mettant en oeuvre par exemple le support Streamline® Q XL. La 
taille de la colonne chromatographique est determinee en fonction de la quantite de 
virus present dans le materiel de depart. 

La preparation virale a purifier peut etre appliquee sur le support dans un 
tampon dont la conductivite est telle que le virus ne soit pas retenu sur le support 
10 alors que les acides nucleiques sont fixes. De maniere avantageuse, la conductivite 
est ajustee a 45 mS/cm. Ce mode particulier de mise en oeuvre permet alors de 
separer par une simple filtration a travers le support Q Sepharose® XL le virus des 
acides nucleiques provenant de la cellule bote contaminant la preparation virale. 

Les methodes de dosage et de purification et de caracterisation des differents 
15 serotypes decrites dans la presente invention peuvent s'appliquer a differents types de 
virus, et d'adenovirus en particulier, qu'il s'agisse de virus sauvage ou de virus 
recombinants portant un transgene d'interet. 

Outre les dispositions qui precedent, la presente invention comprend 
egalement d'autres caracteristiques et avantages qui ressortiront des exemples 
20 suivants, donnes a titre illustratif et non limitatif. 

LEGENDES DES FIGURES 

Figure I : profil dilution d'adenovirus purifie et d'aibumine bovine sur Q 
Sepharose® XL. 

Figure 2 : profil dilution sur Q Sepharose® XL d'un surnageant de culture 
25 virale obtenue sur un milieu depourvu de serum. 

Figure 3 : profil d'elution sur Q Sepharose® XL d'une preparation 
d'adenovirus purifie (2 x 10'°pv injectees ). 

Figure 4 : profil d'elution sur 0 Sepharose® Fast Flow d'une preparation 
d'adenovirus purifie (2 x 10 ,0 pv injectees). 
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Figure 5 : Comparison des profils dilution d'une preparation d'adenovirus 
puritie sur Q Sepharose® XL et Q Sepharose® Fast Flow. 

Figure 6 : profil d'elution sur 0 Sepharose® HP d'une preparation 
^adenovirus purifie (2 x 10 ,o pv injectees). 

5 MATERIEL ET METHODES 

1 - Adenovirus et production des adenovirus recombinants defectifs pour 
la replication, 

Les adenovirus sont des virus a ADN double brin lineaire d'une taille de 36 
kilobases environ. Leur genome comprend notamment une sequence inversee repetee 

10 (ITR) a chaque extremite, une sequence d'encapsidation (Psi), des genes precoces et 
des genes tardifs. Les principaux genes precoces sont contenus dans les regions El, 
E2, E3 et E4. Parmi ceux-ci, les genes contenus dans la region El notamment sont 
necessaires a la propagation virale. Les principaux genes tardifs sont contenus dans 
les regions LI a L5. Le genome de Tadenovirus Ad5 a ete entierement sequence et est 

15 accessible sur base de donnees (voir notamment Genebank M73260). De meme des 
parties, voire la totalite d'autres genomes adenoviraux (Ad2, Ad7, Adl2 ? etc) ont 
egalement ete sequencees. 

Pour leur utilisation en therapie genique, differents vecteurs derives des 
adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes therapeutiques. Dans 

20 chacune de ces constructions, Tadenovirus a ete modifie dc maniere a le rendre 
incapable de replication dans la cellule infectee. Ainsi, les constructions decrites dans 
Tart anterieur sont des adenovirus deletes de la region El, essentielle a la replication 
virale, au niveau de laquelle sont inserees les sequences d'ADN heterologue (Levrero 
et al., Gene 101 (1991) 195 ; Gosh-Choudhury et al.. Gene 50 (1986) 161). Par 

25 ailleurs, pour ameliorer les proprietes du vecteur, il a ete propose de creer d'autres 
deletions ou modifications dans le genome de Tadenovirus. Ainsi, une mutation 
ponctuelle thermosensible a ete introduite dans le mutant tsl25, permettant 
d'inactiver la proteine de 72 kDa de liaison a TADN (DBP) (Van der Vliet et al., 
1975). D'autres vecteurs comprennent une deletion d'une autre region essentielle a la 

30 replication et/ou a la propagation virale, la region E4. La region E4 est en effet 
impliquee dans la regulation de Texpression des genes tardifs. dans la stabilite des 
ARN nucleaires tardifs, dans Textinction de Texpression des proteines de la cellule 
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hote et dans I'efficacite de la replication de I'ADN viral. Des vecteurs adenoviraux 
dans lesquels les regions El et E4 sont deletees possedent done un bruit de fond de 
transcription et une expression de genes viraux tres reduits. De tels vecteurs ont ete 
decrits pas exemple dans les demandes W094/28152, WO95/02697, W096/22378). 
5 En outre, des vecteurs portant une modification au niveau du gene IVa2 ont 
egalement ete decrits (W096/ 10088). 

Les adenovirus recombinants decrits dans la litterature sont produits a partir 
de differents serotypes d'adenovirus. II existe en effet differents serotypes 
d'adenovirus, dont la structure et les proprietes varient quelque peu, mais qui 

10 presentent une organisation genetique comparable. Plus particulierement, les 
adenovirus recombinants peuvent etre d'origine humaine ou animate. Concernant les 
adenovirus d'origine humaine, on peut citer preferentiellement ceux classes dans le 
groupe C en particulier les adenovirus de type 2 (Ad2), 5 (Ad5) ; dans le groupe B, 
les adenovirus de type 7 (Ad7) ; ou dans le groupe A, les adenovirus de type 12 

15 (Adl2). Parmi les differents adenovirus d'origine animale, on peut citer 
preferentiellement les adenovirus d'origine canine, et notamment toutes les souches 
des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. 
D'autres adenovirus d'origine animale sont cites notamment dans la demande 
W094/26914 incorporee a la presente par reference. 

20 Dans un mode prefere de mise en oeuvre de I'invention, 1'adenovirus 

recombinant est un adenovirus humain du groupe C. De maniere plus preferentielle, il 
s'agit d'un adenovirus Ad2 ou Ad5. 

Plusieurs methodes ont ete decrites pour la generation d'adenovirus 
recombinants (C. Chartier et al., J. Virol. 70:4805-4810, 1996 ; WO96/25506 ; J. 

25 Crouzet et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 94 : 1414-1419, 1997 ; T-C. He et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci USA 95 :2509-2514, 1998). Ces methodes permettent de construire 
chez E. coh des plasmides portant le genome adenoviral d'interet, ces plasmides sont 
ensuite digeres par une enzyme de restriction pour exciser le genome adenoviral du 
plasmide. Le genome adenoviral est alors transfecte dans une lignee d'encapsidation 

30 puis amplifie. 

Les adenovirus recombinants sont habituellement produits par introduction de 
l'ADN viral dans la lignee d'encapsidation, suivie d'une lyse des cellules apres 
environ 2 ou 3 jours (la cinetique du cycle adenoviral etant de 24 a 36 heures). selon 
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une autre vartante, la culture est poursuivie jusqu'a 8 a 12 jours et les particules 
virales sont liberees spontanement dans le milieu de culture par autolyse des cellules 
d'encapsidation. 

Les virus utilises dans le cadre des exemples qui suivent sont des adenovirus 
5 contenant le gene marqueur lacZ de E.coli (AV, 0 CMV.lacZ). Ces virus sont derives 
du serotype Ad5 et possedent la structure suivante : 

- Une deletion dans la region El recouvrant par exemple les nucleotides 386 
(site Hinfl) a 3446 (site Sau3a). 

- Une cassette d'expression du gene lacZ, sous controle du promoteur CMV, 
10 inseree au niveau de ladite deletion. 

- Une deletion de la region E3. 

La construction de ces virus a ete decrite dans la litterature (WO94/25073, 
WO95/14102, WO96/25506, J. Crouzet et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 94 : 1414- 
1419, 1997). II est entendu que toute autre construction peut etre utilisee dans le 
15 procede selon Invention, et notamment des virus portant d'autres genes heterologues 
et/ou d'autres deletions (E1/E4 ou E1/E2 par exemple). 

Les techniques de transfection des cellules, d'amplification et de titration des 
adenovirus ont ete decrites precedemment (F.L. Graham et al., Molecular 
Biotechnology 3:207-220, 1995; Crouzet et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 94 :1414- 
20 1419, 1997 ; WO96/25506). 

La technique de dosage en tdu de Tactivite p-galactosidase codee par le gene 
lacZ contenu dans les virus AV, 0 CMV.lacZ est realisee comme decrite par P. Yeh et 
al. (J. Virol. 70:559-565, 1996). 

- Production des adenovirus AV rp CMV.lacZ 

25 La recolte du virus a partir des cultures de lignees productrices a ete faite soit 

par un procede classique faisant appel a une serie de cycles de congelation- 
decongelation, soit par lyse chimique en presence de 1% Tween-20, soit en 
poursuivant la culture jusqu'a Tautolyse selon le procede decrit dans WO98/00524. 

Les milieux de culture peuvent varier selon les lignees transcomplementantes 
30 utilisees ou selon les quantites mises en ceuvre . Ces milieux peuvent etre le MEM, 
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DMEM... complement^ ou non de serum de veau et contiennent differentes 
concentrations de sels inorganiques, Sucre, acides amines, vitamines, hepes ou rouge 
de phenol. 

Les cellules transcomplementantes de la region El telles que les cellules 293 
5 ou PER.C6 sont transferees a 60-80% de confluence en boite de culture avec un 
ADN viral obtenu par digestion d'un plasmide portant le genome adenoviral 
d'interet. Uincubation dure de 8 a 15 jours, le moment de recolte est juge par 
Tobservation au microscope des cellules qui s'arrondissent, deviennent plus 
refringentes et adherent de plus en plus faiblement au support de culture. Le virus est 
10 ensuite libere du noyau par 3 a 6 cycles de decongelation successifs (ethanol 
carboglace a -70°C, bain-marie a 37°C). Le virus ainsi obtenu est utilise pour infecter 
de nouveau les cellules transcomplementantes a une Multiplicity d'Infection (MOI) 
donnee pouvant varier entre 10 et 500 particules virales par cellule, le virus amplifie 
est obtenu comme precedemment en poursuivant Tincubation de 40 a 72 h. 

15 Selon une autre variante decrite dans la demande WO98/00524, les cellules ne 

sont pas recoltees 40 a 72 heures post-infection, mais I'incubation est prolongee entre 
8 a 12 jours de fa<?on a obtenir une lyse totale des cellules sans avoir besoin de 
proceder aux cycles de congelation-decongelation. Le virus est alors libere 
spontanement dans le surnageant. Le sumageant est ensuite clarifie par filtration sur 

20 des filtres profondeur de porosite decroissante (l0)im/L0^m/0.8-0.2)im). Le 
surnageant clarifie est ensuite concentre par ultrafiltration tangentielle sur membrane 
spirale Millipore ayant un seuil de coupure de 300 kDa. Le facteur de concentration 
est de Tordre de 20 a 100 fois. Selon une autre variante, le surnageant clarifie peut 
etre utilise tel quel pour la purification des particules adenovirales par 

25 chromatographic sur une colonne de Q Sepharose® XL. 

- Analyse des preparations d'adenovirus. 

Les differentes techniques analytiques utilisees pour determiner la qualite des 
preparations virales obtenues (SDS-PAGE, analyse en Western blot, IE-HPLC sur 
colonne Resource 15Q, etc.) ont ete decrites precedemment (WO98/00524). 

30 2 - Methodes analytiques mettant en oeuvre le support de 

chromatographie Q Sepharose® XL. 
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Les conditions operatoires pour la detection, Identification et la 
quantification des particules d'adenovirus a partir d'une culture de cellules 
d'encapsidation infectees sont realisees comme decrit ci-apres. 

Une colonne de chromatographic remplie avec environ 1 ml de Q 
5 Sepharose® XL (45-165 fim; Amersham-Pharmacia Biotech) est preparee dans une 
colonne de type HR 5/5 (Amersham-Pharmacia Biotech). Cette colonne est montee 
sur un systeme CLHP de type Waters 626 equipe d'un systeme de detection 
UV/visible a barrette de diodes 996 operant dans la plage d'absorbance 200-300 nm. 
Cette colonne d'echange d'anions est utilisee pour la separation et la quantification 
10 des particules virales. 

Avant chaque analyse, la colonne est equilibree a 30°C dans un tampon 20 
mM Tris/HCl, pH 7,5 a un debit de 1,5 ml/min. L'echantillon a analyser contenant les 
particules virales est injecte sur la colonne. Pour obtenir une resolution maximale, la 
quantite de particules injectee doit etre inferieure ou egale a 2xl0 12 particules / ml de 

15 support. Le volume injecte n'a pas d'influence sensible sur la separation des especes, 
au moins pour un volume injecte inferieur ou egal a 50 ml par ml de gel. Apres 
Pinjection. la colonne est rincee avec 5 volumes du meme tampon, et les especes 
fixees sont eluees avec un gradient lineaire de 0 a 1 M NaCl dans le tampon 20 mM 
Tris/HCl, pH 7,5 sur 30 volumes de colonne. En fin de gradient, la colonne est lavee 

20 avec 2 volumes de colonne de soude 0,5 N avant reequilibration en vue de Tanalyse 
suivante. 

Une courbe etalon a 260 nm est construite avec une preparation de particules 
d'adenovirus purifiee soit en gradient de CsCl, soit par chromatographic Cette 
preparation etalon a ete three au prealable en particules par son absorbance a 260 nm 
25 dans une solution de SDS a 0.1 % en utilisant le facteur de conversion de 1 x I0 10 
particules par unite d'absorbance a 260 nm. 

Dans ces conditions, Tadenovirus est elue au temps de retention de 18 min 
environ et presente un ratio d' absorbance a 260 nm par rapport a 280 nm de 1,30 ± 
0.02 (voir figure 3). Le logiciel « Suitability » de la station d'acquisition et de 
30 traitement du signal chromatographique Millennium W f aters determine apres chaque 
analyse de fa^on automatique la valeur de N m (calculee a mi-hauteur) et de 
rasymetrie (calculee a 10 % de la hauteur) du pic. La valeur de N m sur le pic 
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adenoviral est typiquement de 35.000 ± 3,000 et ie facteur d'asymetrie du pic est de 
1.05 ±0,05. 

3 - Methode preparative pour la purification d'adenovirus par 
chromatographie d'echange d'anions. 

5 L'adenovirus est purifie a partir de cultures de cellules d'encapsidation 293 ou 

PER.C6 (WO97/00326). Le virus est produit et recolte dans des surnageants apres 
autolyse comme decrit precedemment. II est ensuite filtre a travers une membrane 
0.45 \im (HT Tuffryn ou polysulfone) juste avant purification. En Tabsence 
Vindication contraire, le protocole de purification est identique au protocole mis en 
10 oeuvre pour la separation analytique des particules virales decrit ci-dessus. mais avec 
un gradient dilution different. L'elution est effectuee avec un gradient de 0.25 a 1 M 
NaCl sur 30 volumes de colonne. Le volume de la colonne est adapte aux quantites de 
virus a purifier en considerant une capacite de 1 x 10 12 particules par ml de support 
chromatographique. De meme, le debit lineaire des eluants est fixe a 300 cm/h. 

15 EXEMPLES 

Exemple 1 : comparaison des supports de type Q Sepharose® XL avec le 
support Q Sepharose® Fast Flow. 

Get exemple illustre les proprietes specifiques des supports de type Q 
Sepharose® XL vis a vis du support 0 Sepharose® Fast Flow. 

20 Les deux supports sont constitues de billes de structure de base identique 

(agarose reticule a 6 %), de meme repartition granulometrique (45-165 ^m). lis 
different par la presence de bras flexibles en dextran portant les groupements 
echangeurs de type Q pour le Q Sepharose® XL, alors que les memes groupements 
de type Q sont fixes directement sur la matrice d'agarose dans le cas du Q 

25 Sepharose® FF. 

Une preparation d'adenovirus purifiee (2 x 10 10 pv) est injectee sur une 
colonne de Q Sepharose® XL (1 ml de support) et eluee avec un gradient de NaCl tel 
que defini au paragraphe 2 de la Section Materiel et Methodes. Le profil dilution est 
presente dans la figure 3. Dans les memes conditions, une analyse identique est 
30 effectuee sur une colonne similaire remplie de support Q Sepharose® Fast Flow (FF). 
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Le profil d'elution est presente dans la figure 4. La comparaison des performances 
chromatographiques est presentee dans le tableau ci-dessous. 



Support 


Efficacite (N/m) 


Asymetrie 


0 Sepharose® XL 


30 000 


1,0 


0 Sepharose® FF 


5 000 


1,0 



Tableau 1 : comparaison des performances chromatographiques avec les 
5 supports Q Sepharose® XL et Q Sepharose® FF 

Comme le montrent les figures 3 et 4, le temps de retention du virus est 
similaire dans les deux cas (t = 18 min pour Q Sepharose® XL et t = 20 mtn pour Q 
Sepharose® FF), mais le support 0 Sepharose® XL presente une efficacite tres 
superieure au support Q Sepharose® FF. 

10 De la meme fa?on, Tanalyse d'un extrait cellulaire brut contenant 2 x 10 9 

particules virales d'adenovirus sur les deux supports (figure 5) montre que seul le 
support 0 Sepharose® XL presente un pic de virus identifie et quantifiable. Par 
contre, les proteines presentes dans la preparation sont separees avec une efficacite 
identique pour les deux supports etudies (figure 5). 

15 Ces resultats indiquent que la presence des bras flexibles portant les 

groupements echangeurs est un element essentiel de ce type de support. La presence 
de ces bras flexibles contribue de maniere importante aux performances 
chromatographiques avantageuses du Q Sepharose® XL pour la separation des 
adenovirus. 

20 Exemple 2 : comparaison des supports de type Q Sepharose® XL avec le 

support Q Sepharose® HP, 

Cet exemple illustre les proprietes specifiques des supports de type Q 
Sepharose® XL vis a vis du support 0 Sepharose® HP. 

Les deux supports sont consumes de billes de structure de base identique 
25 (agarose reticule a 6 %). Le support Q Sepharose® XL presente une distribution de 
taille des billes allant de 45 a 165 ,um centree sur 90 urn. La granulometrie du support 
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Q Sepharose® HP est de 34 ± 10 urn. La granulometrie du support Q Sepharose® HP 
est plus fine et beaucoup moins dispersee que celle du support Q Sepharose® XL. Le 
support Q Sepharose® HP devrait done presenter des performances chromatogra- 
phiques tres superieures aux performances du Q Sepharose® XL. 

5 Une preparation d'adenovirus purifiee (2 x 10'° pv) est injectee sur une 

colonne de Q Sepharose® XL ( 1 ml de support) et eluee avec un gradient de NaCl tel 
que defini au paragraphe 2 de la Section Materiel et Methodes. Le profil dilution est 
presente dans la figure 3. Dans les memes conditions, une analyse identique est 
effectuee sur une colonne similaire remplie de support Q Sepharose® HP. Le profil 
10 dilution obtenu avec le support 0 Sepharose® HP est presente dans la figure 6. 

Les resultats presentes dans la figure 6 montrent que le support Q Sepharose® 
HP presente une efficacite (N/m, 15 000) sensiblement inferieure au support Q 
Sepharose XL. De plus le pic viral presente une traine sensible sur le support Q 
Sepharose® HP (asymetrie, 1,6), alors qu'il est rigoureusement symetrique sur le 
15 support 0 Sepharose® XL. 

De fagon inattendue, malgre sa granulometrie plus fine et sa repartition 
granulometrique moins dispersee, le support Q Sepharose® HP n'atteint pas les 
performances du support Q Sepharose® XL pour la separation des particules virales. 
II presente par contre des performances bien superieures pour la separation des 
20 proteines, comme il est indique par le fournisseur (Amersham- Pharmacia Biotech) et 
comme il est confirme dans nos conditions experimentales avec des experiences de 
separation de Palbumine bovine (tableau ci-dessous). 



Support 


Adenovirus 


Albumine 


Efficacite (N/m) 


Asymetrie 


Efficacite (N/m) 


0 Sepharose® XL 


30 000 


1,0 


600 


Q Sepharose® HP 


15 000 


1,6 


4 000 



Tableau 2 : comparaison des performances chromatographiques avec les 
25 supports Q Sepharose® XL et Q Sepharose® HP 
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Ces resultats confirment que la presence des bras flexibles ponant les 
groupement echangeurs d'anions forts est un element essentiel dans la performance 
chromatographique de ce type de support pour la separation des particules virales. 
Ces resultats indiquent egalement qu'un autre parametre important a prendre en 
5 compte dans la definition du choix du support est la granulometrie et en particulier la 
dispersion de taille. 

Exempte 3 : comparaison des supports de type Q Sepharose® XL avec les 
supports Fractogel® TMAE(S) et Source 15Q. 

Cet exemple illustre les proprietes specifiques des supports de type Q 
10 Sepharose® XL vis a vis du support Fractogel® TMAE(S) et du support Source 15Q. 

Les trois supports sont constitues de billes de structure et de composition 
differentes. Le Q Sepharose® XL est constitue d T agarose reticule a 6%. Le support 
Fractogel® TMAE est une resine de polymethacrylate reticule et le support Source 
15Q est constitue de billes de resine de type polystyrene-divinylbenzene. La 

15 granulometrie des supports Fractogel® TMAE(S) (20-40 ^m) et Source 15Q (15 urn) 
est tres inferieure et bien moins dispersee que celle du support Q Sepharose® XL 
(45-165 pm). Par ailleurs, les trois supports presentent les groupements echangeurs 
forts. Ces derniers sont situes sur des bras flexibles fixes sur la matrice dans le cas du 
Fractogel® TMAE(S) et du Q Sepharose® XL, contrairement au Source 15Q dont les 

20 groupements echangeurs sont greffes directement sur la matrice. 

Une preparation d'adenovirus purifiee (2 x 10 10 pv) est injectee sur une 
colonne de Q Sepharose® XL (1 ml de support) et eluee avec un gradient de NaCl tel 
que defini au paragraphe 2 de la Section Materiel et Methodes. Le profil d'elution 
obtenu est presente dans la figure 3 . Dans les memes conditions, une analyse 
25 identique est effectuee sur une colonne similaire remplie de support Source 15Q et et 
une autre analyse est effectuee sur une colonne remplie de support Fractogel® 
TMAE(S). 

De fa?on inattendue, malgre sa granulometrie bien plus fine, le support 
Fractogel® TMAE(S) n'atteint pas les performances du support Q Sepharose® XL 
30 pour la separation des adenovirus. II presente par centre des performances bien 
superieures pour la separation des proteines. De meme. malgre sa granulometrie tres 
fine et sa distribution granulometrique quasi monodispersee. le support Source 15Q 
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n'atteint pas, lui non plus, les performances du support Q Sepharose® XL pour la 
separation des adenovirus. 



Support 


Efficacite (N/m) 


Asymetrie 


Source 15Q 


20 000 


1.2 


O Sepharose® XL 


30 000 


1.0 


Fractogel® TMAE(S) 


20 000 


1.5 



Tableau 3 : comparaison des performances chromatographiques avec les 
5 supports Source 1 5Q, Q Sepharose® XL et Fractogel® TMAE(S). 

Ces resultats indiquent que la presence de bras flexibles portant les 
groupements echangeurs n'est pas seule responsable des performances 
chromatographiques specifiques du support Q Sepharose® XL pour la separation des 
adenovirus. La composition chimique de ces bras, leur densite de greffage, la nature 
10 et la porosite de la matrice sur laquelle sont greffes les bras flexibles sont autant de 
parametres qui peuvent influer sur les performances chromatographiques du support 
pour la separation des particules virales. 

Exemple 4 : detection et quantification des particules d'adenovirus 
sauvages de divers serotypes. 

15 Cet exemple illustre une methode de detection et ^identification des 

particules d'adenovirus sauvages de divers serotypes basee sur l'utilisation du support 
chromatographique de type Q Sepharose® XL. 

Les divers adenovirus sauvages ont ete produits par infection de cellules A549 
cultivees sur milieu DMEM et recoltes apres 3 cycles de congelation-decongelation 
20 des cellules. Les preparation ont ensuite ete filtrees a travers une membrane Acrodisc 
(de type HT Tuffryn 0.45 jim; GelmanSciences) avant analyse. 

Les diverses preparations sont ensuite analysees par chromatographic selon le 
protocole decrit dans le paragraphe 2 de la section Materiel et Methodes. Cependant, 
dans Texemple presente, les analyses ont ete effectuees avec une colonne ayant un 
25 volume iegerement superieur a 1 ml 1.35 ml), ce qui explique que le temps de 
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retention de Tadenovirus 5 soit superieur (25,3 min) au temps de retention de 
reference ( 1 8 min) indique dans la section Materiel et Methodes. 



ADENOVIRUS 
(SEROTYPE) 


SOUS- 
GROUPE 


TITRE 
(pv/ml) 


Ratio 

(260/280) 


(min) 


18 




2.3x 10 9 


1,18 


15,0 


3 




4,8 x 10'° 


1,35 


20,1 


7 




4,4 x 10'° 


1,33 


18,3 


11 


B 


3,8 x 10'° 


1,30 


22,7 


14 




1,1 x 10'° 


1,31 


27,0 


21 




2,7 x 10'° 


1.36 


22,8 


34 




4,7 x 10'° 


1,30 


21,5 


1 




1.2 x 10'° 


1,32 


26,9 


2 


C 


2,3 x 10*° 


1,33 


26,9 


5 




6,6 x 10'° 


1,33 


25,3 


6 




6,6 x 10'° 


1,38 


22,3 


13 


D 


4,6 x 10'° 


1,55 


17,0 


20 




8,5 x 10'° 


1,32 


22,1 


4 


E 


3,9 x 10'° 


1,31 


20,1 


36 




2,9 x 10'° 


1,37 


22.4 



Tableau 4 : caracterisation chromatographique de divers adenovirus sauvages 

5 Cet exemple montre que Ies divers adenovirus ont non seulement un temps de 

retention variable suivant les serotypes consideres mais aussi un ratio d'absorbance 
260 nm/280 nm caracteristique du serotype en question. La combinaison de ces deux 
criteres qui peuvent etre mesures simultanement durant une seule et meme analyse 
chromatographique constitue done un moyen d'identification rapide et fiable du 

10 serotype de r adenovirus present dans la preparation chromatographies 

Une correlation a ete recherchee entre le temps de retention du virus sur la 
colonne et les caracteristiques de la fibre et de Thexon des adenovirus de type 7, 3, 4, 
5 et 2, pour lesquels les sequences sont publiees (1998 J, Virol. (1998) 72 p. 7909 et 
Arch, Virol (1997) 142 p. 1307 ). Aucune correlation n'est mise en evidence a partir 

15 des donnees d'identite de sequences de la tete de la fibre, ni meme a partir des 
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differences du nombre de repetitions de feuillets p dans la tige de la fibre (voir 
tableau ci-dessous). Par contre, et de fagon surprenante, une correlation a ete mise en 
evidence entre le temps de retention du virus et Pidentite de sequences de Phexon 
(voir tableau ci-dessous). Cette correlation est en parfait accord avec la charge 
5 globale de Phexon a pH 7 ; cette correlation montre que l'elevation de la charge de 
Thexon a pH 7 correspond a une augmentation de la retention du virus sur la colonne. 
Des nuances peuvent exister en fonction de la charge a pH 7 de la partie LI exposee 
de l'hexon, tel qu'indique par les donnees obtenues avec le virus de type 3. 





Fibre 






Hexon 


Adenovirus 
serotype 


Sous 
Groupe 


T r 
(min) 


% 
identite 
tete 


charge 
apH7 


Nombre 
repetion 
tige 


% 
identite 
hexon 


Pi 


Hexon 
charge a 
pH7 


LI de Hexon 
charge a pH7 


7 


B 


18,3 


100 




6 


100 


5,31 


-16,83 


-12,03 


3 


B 


20,1 


52 


-2,91 


6 


93,9 


5,23 


-18,66 


-10,03 


4 


E 


20,1 


32 




12 


73,9 


5,30 


-17,55 


-12,06 


5 


C 


25,3 


27 


-3,61 


22 


67,8 


5.15 


-22,57 


-20.94 


2 


C 


26,9 


33 


-2,80 


22 


67.3 


4,96 


-26,73 


-20,02 



10 Tableau 5 : correlation entre le temps de retention du virus et Pidentite de 

sequences de Phexon. 

Exemple 5 : detection et quantification des particules d'adenovirus 
recombinants au cours des etapes de production d'un stock viral. 

Cet exemple illustre l'utilisation des supports de type Q Sepharose® XL pour 
15 la detection et la quantification des particules d'adenovirus recombinant 
AV, 0 CMV.lacZ produites lors des etapes de transfection et d'amplification avec 
differentes lignees cellulaires d'encapsidation (cellules 293 ou PER.C6). 

Cette methode d'analyse extremement rapide fournit en quelques minutes, et a 
partir d'un surnageant de culture, le titre de la solution d'adenovirus resultant de 
20 chaque etape. Cette methode rapide et sensible permet d'optimiser les conditions 
d'amplification de l'etape suivante qui peut des lors etre realisee dans des conditions 
de MOI determinee et controlee. 
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Cette methode d'analyse a ete testee pour controler la production d'adenovirus 
recombinants de type AV l0 CMV.lacZ lors des etapes de transfection et 
d'amplification sur cellules 293 ou PER.C6. 

L' adenovirus AV r0 CMV.lacZ a ete produit apres transfection de cellules 293 
5 ou PER.C6 avec le plasmide pXL2822 digere par Pad (Crouzet et al., Proc. Natl 
Acad. Sci USA 94 : 14 14- 14 19, 1997 ) puis infection de cellules respectivement 293 
ou PER.C6 a une multiplicity defection (MOI) determinee. La transfection initiale 
est realisee avec 5 a 10 microgrammes d'ADN viral obtenu par digestion du 
plasmide, 

10 Lors de la lyse des cellules, le virus a ete recolte par 3 cycles de congelation- 

decongelation des cellules. Les preparations ont ensuite ete filtrees a travers une 
membrane Acrodisc (de type HT Tuffryn) de 0.45 avant analyse. 

Les diverses preparations sont ensuite analysees par chromatographie selon le 
protocole decrit dans le paragraphe 2 de la section Materiel et Methodes. Le titre de 
15 la solution d'adenovirus est determine par reference une courbe etalon realisee dans 
les conditions decrites au paragraphe 2 de la Section Materiel et Methodes. 



Les resultats sont presentes dans le tableau ci-dessous. 



Cellules 


Virus 


Etape 


Titre (pv/ml) 


Quantite 
totale (pv) 


293 


AV,„CMV.lacZ 


transfection 


3,8 x 10 s 


7,6 x 10 9 






amplification I 
MOI 50 


3,5 x 10 10 


1,0 x 10 ,: 






amplification II 
MOI 30 


4,2 x 10 10 


3,1 x 10 lJ 


PER.C6 


AV 10 CMV.lacZ 


transfection 


2.4 x 10 s 


9,6 x 10' 






amplification I 
MOI 30 


2,1 x 10'° 


6,3 x 10" 






amplification 11 
MOI 60 


3,2 x 10 10 


1,9 x 10° 
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Tableau 6 : detection et quantification des particules d'adenovirus 
recombinant AV 10 CMV.lacZ obtenues lors de la production de stocks viraux dans 
deux lignees transcomplementantes (293 ou PER.C6). 

Les particules virales totales obtenues ont etc dosees pour determiner la 
5 concentration en particules infectieuses (pfu) et particules possedant Tactivite du 
transgene (tdu). Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir 
tnfectieux d'une solution ^adenovirus, et est determine par infection d ! une culture 
cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 15 jours, du nombre de plages de 
cellules infectees. Ces dosages reposent sur des methodes biologiques et les valeurs 
10 obtenues peuvent apparaitre differentes selon les conditions utilisees (J. Virol. (1996) 
70 p. 7498). En fait, la formation d'une plage dans une lignee transcomplementante 
ne decrit pas necessairement Tinfectivite du virus dans d'autres cellules cibles 
(Biotechniques (1997) 22 p. 447). Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 
ci-dessous et les valeurs obtenues sont en parfait accord avec les donnees de la 
15 litterature (P. Yeh et al. J. Virol. (1996) 70 p. 559). En effet, P. Yeh et al. decrivent 
des virus AdRS VpGal purifies par gradient de chlorure de cesium ayant des rapport 
tdu/pfu de 0,49 a 0,68 ce qui est tres proche des resultats obtenus ci-dessous. 



Cellules 


Virus 


Titre 

(pv/ml) 


Titre 
(pfu/ml) 


pv/pfu 


Titre 
(tdu/ml) 


pv/tdu 


tdu/pfu 


293 


AV, 0 CMV.lacZ 


4,2 x 10'° 


lJx 10" 


24 


7.6 x 10' 


55 


0,45 


PER.C6 


AV, 0 CMV.lacZ 


3,2x10'° 


1,3 x 10 4 


26 


7,4 x 10 s 


43 


0,57 



Tableau 7 : relation entre la concentration en particules infectieuses (pfu) et 
20 particules possedant Tactivite du transgene (tdu). 

Exemple 6 : detection et quantification des particules d'adenovirus 
recombinant produites lors des etapes de transfection et d'amplification sur 
cellule IGRP2. 

Cet exemple illustre Tutilisation des supports de type Q Sepharose® XL pour 
25 la detection et la quantification des particules d'adenovirus recombinant 
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AV 30 CMV.lacZ produites lors des etapes de transfection et d'amplification sur 
cellule IGRP2. 

L'adenovirus AV 30 CMV.IacZ a ete produit apres transfection de cellules 
d'encapsidation IGRP2 avec le plasmide pXL3005 digere par PacI (le plasmide 
5 pXL3005 derive du plasmide pXL281 1 decrit dans (Crouzet et al M Proc. Natl. Acad. 
Sci USA 94:1414-1419, 1997) par echange du promoteur RSV par le promoteur 
CMV ) puis infection de cellules IGRP2 (W096/22378) a une multiplicity d' infection 
(MOI) determinee. Lors de la lyse des cellules, le virus a ete recolte par 3 cycles de 
congelation-decongelation des cellules. Les preparations ont ensuite ete filtrees a 
1 0 travers une membrane Acrodisc (de type HT Tuffryn) de 0.45 \im avant analyse. 

Les diverses preparations sont ensuite analysees par chromatographie selon le 
protocole decrit dans la section Materiel et Methodes, Les resultats sont presentes 
dans le tableau ci-dessous. 



Virus 


Etape 


Titre (pv/ml) 


Quantite totale 
(pv) 


AV, 0 CMV.lacZ 


transfection 


0,1 x 10'° 


2,0 x 10'° 




amplification I. MOI 
100 


1,54 x 10'° 


1,4 x 10 u 




amplification 11, MOI 
50 


1,39 x 10'" 


1.0 x 10° 



15 Tableau 8 : detection et quantification des particules d'adenovirus 

recombinant AV ?0 CMV.lacZ obtenues lors de la production de stocks viraux. 

Les particules virales totales obtenues ont ete dosees pour determiner la 
concentration en particules possedant Tactivite du transgene ( 3,2 x 10 s tdu/ml). Un 
rapport pv/tdu de 43 est comparable au rapport pv/tdu de 43 et 55 obtenu dans 
20 Texemple 5 et permet de correler la mesure physique 1,39 x 10 10 pv/ml de particules 
virales a la mesure biologique de 3,2 x 10" tdu/ml d'unites de transduction. 
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Exemple 7 : purification du virus par chromatographic sur resine Q 
Sepharose® XL. 

Le materiel de depart est constitue soit du lysat de culture obtenu par 
congelation-decongelation des cellules d'encapsidation productrices du virus, soit du 
5 surnageant obtenu apres lyse spontanee des cellules. 

Dans r experience rapportee dans cet exemple, 153 ml d'un autolysat de 
culture de cellules PER.C6 infectees par le virus AV, 0 CMV.LacZ contenant 4.9 x 
10 !: particules ont ete injectes sur une colonne de 5,8 ml de Q Sepharose® XL. 
L'equilibration de la colonne et Pelution du virus ont ete effectuees a un debit de 300 

10 cm/h avec un gradient de 0,25 a I M NaCl sur 30 volumes de colonne comme decrit 
pour la separation analytique du virus dans le paragraphe 2 de la section Materiel et 
Methodes. Le pic viral (7,1 ml) a ete collecte puis analyse par diverses techniques ( 
EI-CLHP, SDS-PAGE) comme decrit ci-dessous. La fraction collectee est analysee 
par chromatographic liquide haute performance (CLHP) sur une colonne de Resource 

15 Q (1 ml) dans un systeme chromatographique suivant : 10 ^1 de la fraction purifiee 
par chromatographie comme decrit ci-dessus sont injectes sur une colonne Resource 
Q15 (I ml de gel; Pharmacia) equilibree dans du tampon Tris/HCl 100 mM pH 8,0 
contenant 0,5 mM MgC12, (tampon B). Apres ringage avec 5 ml de tampon B, les 
especes adsorbees sont eluees avec un gradient lineaire de 30 ml de NaCl (0 a 1 M) 

20 dans le tampon B a un debit de 1 ml/min. Les especes eluees sont detectees a 260 nm. 
Apres I' etape de purification sur colonne de Q Sepharose® XL , la fraction collectee 
presente une purete > 99 % en particules virales (detection UV a 260 nm). Le 
rendement de purification en particules virales est de 82 %. 

Cette analyse par CLHP montre de plus que Talbumine serique bovine 
25 residuelle presente dans le lysat de depart est totalement eliminee au cours de la 
chromatographie preparative. 

L'analyse en electrophorese de la fraction adenoviral purifiee par 
chromatographie est effectuee en gel de polyacrylamide (4-20 %) en conditions 
denaturantes (SDS). Les bandes de proteines sont ensuite revelees au nitrate d'argent. 
30 Cette analyse montre que la preparation adenovirale obtenue par chromatographie a 
un niveau de purete au moins egal a celui de la preparation obtenue classiquement par 
ultracentrifugation et qu'elle ne presente pas de bande de proteines supplemental 
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qui indiquerait une contamination de la preparation par des proteines non 
adenovirals. 

La preparation adenoviral obtenue par chromatographic presente un ratio 
d'absorbance A 260 nm^ 280 nm ^gal * K30 ± 0.05. Cette valeur, qui est identique 
5 a ceile obtenue pour les meilleures preparation obtenues par ultracentrifugation. 
indique que la preparation est depourvue de proteines contaminantes ou d'acides 
nucleiques contaminants. 

La titration du virus montre bien la presence de particules virales infectieuses 
avec un rapport pv/pfu tres satisfaisant (voir tableau ci-dessous) et les particules 
10 virales purifiees ont effectivement Tactivite infectieuse attendue. 



Etape 


Titre (pv/ml) 


Titre 
(pfu/ml) 


pv/pfu 


Rendement 
cumule en pv 
(%) 


avant purification 


3,2 x 10'° 


0,13 x 10'° 


25 




fraction chromatographique 


56 x 10'° 


1,6 x 10 10 


34 


81 


produit formule 


93 x 10'° 


3,7 x 10'° 


25 


74 



Tableau 9 : purification d f adenovirus AV lft CMV.LacZ sur support Q 
Sepharose® XL. 



Le procede decrit dans cet exemple permet done de purifier les particules 
15 adenovirals sans affecter leur pouvoir infectieux , directement a partir d'un lysat de 
cellules d'encapsidation, sans traitement prealable (ultrafiltration par exemple ou 
traitement avec une nuclease) du materiel a purifier. 
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REVINDICATIONS 

1. Procede de separation de particules virales a partir d'un milieu biologique 
caracterise en ce qu'il comporte au moins une etape de chromatographic realisee sur 
un support comportant une matrice, des groupements echangeurs d'ions, lesdits 

5 groupements etant greffes sur ladite matrice au moyen d'un bras flexible. 

2. Procede selon la revendication L caracterise en ce que la matrice est choisie 
parmi Tagarose. le dextran, Tacrylamide, la silice, le poly[styrene-divinylbenzene], 
seuls ou en melange. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que la matrice est 
10 constitute d'agarose reticule et de preference d'agarose reticule a 6 %. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que la 
matrice presente une granulomere comprise entre 40 et 200 |im environ. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que la matrice presente 
une granulomere comprise entre 45 et 165 |im et centree sur 90 |im. 

15 6. Procede selon la revendication 4 ou 5, caracterise en ce que la matrice 

presente une dispersion telle que 95 % des particules ont un diametre compris entre 
0.1 et 10 fois le diametre moyen des particules, et de preference entre 0.3 et 3 fois le 
diametre moyen des particules. 

7. Procede selon la revendication I, caracterise en ce que le bras flexible est 
20 un bras hydrophile constitue d'un polymere d'origine synthetique ou naturelle. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que le bras flexible est 
un polymere d'origine synthetique choisi parmi les alcools polyvinyliques, les 
polyacrylamides, les polymethacrylamides ou les polyvinyl ethers. 

9. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que le bras flexible est 
25 un polymere d'origine naturelle de nature polysaccharridique choisi parmi Tamidon, 

la cellulose, le dextran et l'agarose. 

10. Procede selon la revendication 8 ou 9, caracterise en ce que le degre de 
polymerisation du bras flexible est d'environ 30 unites monomeriques 
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11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que le bras flexible est 
un dextran de poids moleculaire moyen de 5000 Da environ. 

12. Procede selon la revendication I, caracterise en ce que le groupement 
echangeur d'ions est un groupement echangeur d'anions fort. 

5 13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que le groupement 

echangeur d'anions fort est une amine quaternaire. 

14. Procede selon Tune des revindications 7 a 13 ou selon la revendication 5, 
caracterise en ce que la chromatographic est effectuee sur un support de type Q 
Sepharose® XL. 

10 15. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le milieu 

biologique est un surnageant de cellules d'encapsidation productrices dudit virus. 

16. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le milieu 
biologique est un lysat de cellules d'encapsidation productrices dudit virus. 

17. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le milieu 
1 5 biologique est une solution prepurifiee dudit virus. 

18. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce quMl comprend une 
etape prealable d'ultrafiltration. 

19. Procede selon la revendication 18 caracterise en ce que rultrafiltration est 
une ultrafiltration tangentielle sur membrane ayant un seuil de coupure compris entre 

20 300 et 500 kDa. 

20. Utilisation de support de chromatographie de type Q Sepharose® XL pour 
la separation analytique et/ou preparative de particules virales. 

21. Utilisation selon la revendication 20, caracterisee en ce que les particules 
virales sont des adenovirus. 

25 22. Utilisation de support de chromatographie de type Q Sepharose® XL pour 

Identification de differents serotypes d'adenovirus. 
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23. Utilisation de support de chromatographic de type Q Sepharose® XL pour 
la titration d'adenovirus. 

24. Procede de quantification d'adenovirus caracterise en ce que les particules 
virales sont separees par chromatographic sur un support de type Q Sepharose® XL 

5 et la quantite d'adenovirus est mesuree par absorbance des fractions de 
chromatographic 
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Figure 1 
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Figure 3 
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Figure 4 




Figure 5 
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Figure 6 
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